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(§) NOUVELLE UTILISATION DE COMPOSES ANTIFONGIQUES ET/OU ANTIBACTERIENS ET/OU ANTMRAUX. 



La presente invention conceme particulierement ('uti- 
lisation nouvelle d'un derive de i'acide phosphoreux comme 
amplificateur (potentialisateur) des reponses de defenses 
des plantes. 
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Nouvelle utilisation de compos* antifongiques et/ou antibacteriens 
et/ou antiviraux. 

La presente invention concerne 1'utilisation nouvelle d'un ou plusieurs 
derive B comme amplificateur (potentialisateur) des reponses physiologiques des 
plantes, par exemple des reponses de defenses des plantes aux agents pathogenes 
L application d'un ou plusieurs eliciteur A permet d'induire chez la plante un 
certam niveau de defense. II a ete trouve que 1'emploi de certains composes B par 
exemple des antifongiques et/ou antibacteriens et/ou antiviraux, permet 
d amplifier ces reponses obtenues par le seul emploi d'eliciteurs A. 

Les mecanismes de defense naturelle induite chez les plantes, dont le 
modele type est la reaction d'hypersensibilite (HR), sont constitues d'une cascade 
complexe d'evenements impliquant la perception par la plante du microbe ou d'un 
compose microbien ("eliciteur"), la mort des cellules atteintes et la production de 
signaux et messagers chimiques divers. Ces signaux et messagers chimiques vont 
mduire des changements metaboliques associes a la defense active : activation de 
la phenylalanine ammoniac-lyase (PAL), enzyme cle de la voie des 
phenylpropanoides conduisant a la biosynttese de composes aromatiques a 
activite antibiotiques (phytoalexines), des molecules de signalisation comme 
1 ac.de salicylique (AS) ou encore des molecules structures (lignine); activation 
de la voie octadecanoique et en particulier de la lipoxygenase (LOX) capable de 
generer des hydroperoxydes et des radicaux libres impliques dans la mort 
cellulaire, ou des molecules de signalisation comme 1'acide jasmonique. 

Par effet de potentiation, on entend unc activite de sensibilisation de 
la plante ou de cellules a repondre de maniere fortement amplifiee a une 
solicitation ulterieure, par exemple un traitement par un eliciteur Un 
potentialisateur sera done un compose (une molecule) et/ou un melange de 
compose qui sensibilise la plante a repondre de maniere amplifiee lors de 
I application d'une (ou plusieurs) autre molecule elicitrice. II a ete trouve que ce 
potentialisateur peut lui meme etre doue de proprietes elicitrices. 

Le compose eliciteur A est choisi dans la liste de composes comprenant 
des protemes, des oligosaccharides (comme par exemple le trehalose) des 
polysaccharides (comme par exemple le produit Elexa™, maK , ue d6pos ^ 
Agncultural Glycosystems Inc. ou Chitosan™), des Upides , des glycoIipides des 
glycoproteines, des peptides d'origine diverses, des extraits de parois issuL de 
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materiel vegetal et/ou de champignons, des champignons, le Bion™ (marque 
deposee par Novartis pour le compose BTH ou CGA 245704) et/ou Tun de ses 
analogues (notamment ceux connus par le brevet europeen EP 313512 et la 
demande de brevet europeen EP 0690061), des extraits de levure, de l'acide 
salicylique et/ou Tun ou plusieurs de ses esters. 

Le compose potentialisateur B est choisi dans la liste de composes 
comprenant les derives de l'acide phosphoreux comme les phosphites metalliques 
tel que le fosetyl-Al, le fosetyl-Na, et l'acide phosphoreux lui-meme et ses sels 
alcalins ou alcalino-terreux, le Bion™ (BTH ou CGA 245704) et/ou Tun de ses 
analogues, le produit Elexa™, TINA (acide isonicotinique), le BABA (acide 

aminobutyrique), le jasmonate de methyle (MeJa). 

Le fosetyl Al et l'acide phosphoreux ont ete prioritairement choisis comme 
potentialisateurs dans I' experimentation biologique mais pour des raisons de 
toxicite du fosetyl Al sur culture cellulaire de tabac nous lui avons substitue le 
fosetyl de sodium dans les tests cellulaires. 

L'utilisation de systeme module simplifie tels les cultures cellulaires 
traitees par des eliciteurs de natures variees permet de mimer parfaitement la HR 
tout en se debarrassant de la composante spatiale inherente k la plante entiere, et 
d'avoir acces aux evenements precoces de signalisation intracellulaire. Nous 
abordons dans cette invention la problematique de la potentialisation des reponses 
de defense par des substances chimiques. 

Les eliciteurs ont ete choisis appartenant a differentes categories 
proteiques et saccharidiqiies mais ne sont pas les memes pour les tests cellulaires 
et biologiques sur plantes. 

Le bion™ (BTH) est le produit de reference eliciteur choisi et la raison 
pour laquelle le couple oidium/ble a ete retenu dans les manipulations biologiques 
preliminaires realisees. 

Afm de decortiquer les ph6nomenes induits par Tapplication du 
potentialisateur d'une part et de Teliciteur d'autre part, l'ensemble des essais 
preliminaires concement des traitements sgquentiels (separ^s dans le temps) entre 
potentialisateur et eliciteurs. Cela n'exclut pas que les deux types de produits 
soient mis en melanges ou que ceux-ci soient utilises simultanement (bien que non 
en melanges). 

Les differents eliciteurs (fragments parietaux de Phytophthora 
megasperma H20, oligomeres de pectine, une elicitine produite par 
P.megasperma, la (3-m6gaspermine) sont prepares dans Teau. Le pH des solutions 
est ajuste si necessaire autour de 5,5. 

L'acide phosphoreux, le fosetyl-Na, le fosetyl-Al, Tester d'acide 
salicylique et le produit Elexa™ (E) sont prepares dans Peau. Le BTH est prepare 
dans le DMSO pour les tests sur cellules de tabac et est utilise sous la forme 
commerciale Bion™ (ou Bendicar™) pour les tests sur plantes. 
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Enfin. des eliteurs peuvent avoir un effet egalement potentialisateur par 
rapport a d'autres eliciteurs comme c'est le cas du BTH ou dElexa™. 

La presente invention concerne particulierement l'utilisation nouvelle de 
I'acide phosphoreux ct/ou de Fun de ses derives comme ampiificateur 
(potentialisateur) des reponses de defenses des plantes. 

La presente invention concerne en particulier l'effet potentialisateur de 
l'acde phosphoreux (H3P03) et du fosetyl-Na, mais aussi du Bion™, sur les 
reponses de defense du tabac (induction des activites PAL, LOX, production 
d'AS) apres application d'eliciteurs de natures diverses tels i) des oligosaccharides 
de types (3-glucane isoles de parois de Phytopfuhora megasperma (Pmg), ii) des 
ohgomeres de pectine, iii) la P-megaspermine, proteine secretee par P 
megasperma H20. 

La presente invention concerne en particulier l'effet potentialisateur de 
l'acide phosphoreux (H3P03) et du fosetyl-AL mais aussi de l'Elexa™ sur les 
reponses obtenues, dans le cadre des essais biologiques, par Tapplication 
d ehcteurs de nature diverse (Elexa™, Bion™, acide salicylique et/ou ester 
extrait de levure, trehalose, spores tuees ou non d'un champignon non hote (spores 
d oidium de l'orge)). 

II est bien entendu, et egalement inclus dans le cadre de la presente 
invention, que l'utilisation decrite ci-dessus pent etre eventuellement completee 
par un traitement fongicide classique a 1'aide d'un fongicide connu, ce traitement 
pouvant avoir lieu simultanement ou separement des applications de A et/ou B. 

La presente invention a aussi pour objet une composition antifongique 
et/ou antibacterienne et/ou antivirale synergique comprenant un eliciteur et un 
denve de 1'acide phosphoreux et un precede mettant en oeuvre ladite composition 
et desnne a proteger, a titre curatif ou preventif, les cultures contre les attaques 
fongiques. 

II est toujours desirable d'ameliorer le spectre d'activite et 1'efficacite de 
tels composes a action antifongique, ou de les renforcer en les associant a d'autres 
molecules afin cfobtenir un produit plus performant ou encore de prevenir 
l'appannon de souches fongiques resistantes a ces nouveaux antifongiques. 

II est 6galement trte souhaitable de disposer de produits antifongiques 
beneficiant d'une persistance d'action amelioree, de nature a espacer dans le temps 
le nombre de traitements phytosanitaires necessaires au bon controle des parasites 
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II est dans tous les cas particulierement avantageux de pouvoir diminuer 
la quantite de produits chimiques epandus dans I'environnement, tout en assurant 
une protection performante des cultures contre les attaques fongiques. 

II a maintenant ete trouve qu'un (ou plusieurs) des objectifs precedents 
5 pouvait etre atteint grace a la presente invention. 

La presente invention a aussi pour objet une composition antifongique 
et/ou antibacterienne et/ou antivirale synergique comprenant comme compose A 
un ou plusieurs eliciteur d'origine et de nature diverse, et au moins un compose 
antifongique B choisi dans le groupe comprenant les derives de Facide 
10 phosphoreux comme les phosphites metalliques tel que le fosetyl-Al, le fosetyl- 

Na, Tacide phosphoreux lui-meme et/ou ses sels alcalins ou alcalino-terreux, un ou 
plusieurs composes eliciteur doue egalement de propriety potentialisatrice. 

H est bien entendu que ladite composition antifongique et/ou 
antibacterienne et/ou antivirale peut renfermer un seul compose B ou plus d'un tel 
15 compose, par exemple 1, 2 ou 3 composes B selon I'utilisation a laquelle elle est 

destinee. 

Parmi les significations plus specialement preferees du compose B 
definies ci-dessus, on prefere encore le fosetyl AL 

De maniere parfaitement inattendue, la composition selon Tinvention 
20 ameliore alors de fa? on notable Taction des matieres actives prises separement 

pour un nombre de champignons particulierement nuisibles pour les cultures 
monocotyledones, comme en particulier le ble, le riz, Torge, et dicotyledones, 
comme en particulier la vigne ou les solanees. Cette amelioration se traduit 
notamment par une diminution des doses de chacun des constituants, ce qui est 
25 particulierement avantageux pour Tutilisateur et Tenvironnement 

Le melange (applique simultanement ou separement) antifongique et/ou 
antibacterien et/ou antiviral presente ainsi des proprietes synergiques attestees par 
Tapplication de la methode definie par Limpel, L.E., P.H. Schuldt et D.Lammont, 
1962, Proc. NEWCC 16:48-53, en utilisant !a formule suivante, encore appelee 
30 formule de Colby : 

E=X + Y-X.Y/100 

dans laquelle: 
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- E est le pourcentage attendu d'inhibition de la croissance du 
champignon par un melange des deux antifongiques A et B a des doses definies, 
respectivement egales a a et b : 

- X est le pourcentage d'inhibition observe par le compose antifongique 
et/ou antibacterien et/ou antiviral A a la dose a, 

- Y est le pourcentage d'inhibition observe par le compose antifongique 
et/ou antibacterien et/ou antiviral Bala dose b. 

Quand le pourcentage d'inhibition observe du melange est superieur a E, it y a 
synergic 

Les structures correspondant aux noms communs des matieres actives B 
sont indiquees dans Pun au moins des 2 ouvrages suivants: 

- "The pesticide manual" edite par Clive TOMLIN et publie par lc 
British Crop Protection Council, 1 leme edition (page 629); 

- l'Index phytosaititaire 1998, edite par l'Association de 
Coordination Technique Agricole, 34eme edition. 

La composition antifongique et/ou antibacterienne et/ou antivirale selon 
Pinvention comprend. comme matiere active, un compose A et au moins un 
compose B en melange avec les supports solides ou liquides, acceptables en 
agriculture et/ou les agents tensio-actifs egalement acceptables en agriculture. En 
particulier sont utilisables les supports inertes et usuels et les agents tensio-actifs 
usuels. Ces compositions recouvrent non seulement les compositions pretes a etre 
appliquees sur la culture a traiter au moyen d'un dispositif adapte, tel qu'un 
dispositif de pulverisation, mais egalement les compositions concentrees 
commerciales qui doivent etre diluees avant application sur la culture. On designe 
par matiere active la combinaison d'au moins un compost A avec au moins un 
compose B. 

Ces compositions peuvent contenir aussi toute sorte d'autres ingredients 
tels que, par exemple, d'autres fongicides connus, des colloYdes protecteurs, des 
adhesifs, des epaississants, des agents thixotropes, des agents de penetration, des 
stabilisants, des sequestrants, etc... Plus generalement les composes A et B 
peuvent etre combines a tous les additifs solides ou liquides correspondant aux 
techniques habituelles de la mise en formulation. 

D'une facon generale, les compositions selon Pinvention contiennent 
habituellement de 0,05 a 95 % (en poids) de matiere active, un ou plusieurs 
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supports solides ou liquides et, eventuellement, un ou plusieurs agents 
tensioactifs. 

Par le terme "support", dans le present expose, on designe une matiere 
organique ou minerale, naturelle ou synthetique, avec laquelle la matiere active est 
combinee pour faciliter son application sur les parties aeriennes de la plante. Ce 
support est done generalement inerte et il doit etre acceptable en agriculture, 
notamment sur la plante traitee. Le support peut etre solide (argiles, silicates 
naturels ou synthetiques, silice, resines, cires, engrais solides, etc..) ou liquide 
(eau, alcools, notamment le butanol etc.). 

L'agent tensioactif peut etre un agent emulsionnant, dispersant ou 
mouillant de type ionique ou non ionique ou un melange de tels agents 
tensioactifs. On peut citer par exemple des sels decides polyacryliques, des sels 
d'acides lignosulfoniques, des sels d'acides phenoisulfoniques ou 
naphtalenesulfoniques, des polycondensats d'oxyde Methylene sur des alcools gras 
ou sur des acides gras ou sur des amines grasses, des phenols substitues 
(notamment des alkylphenols ou des arylphenols), des sels d'esters d'acides 
sulfosucciniques, des derives de la taurine (notamment des alkyltaurates), des 
esters phosphoriques d'alcools ou de phenols polyoxyethyles, des esters d'acides 
gras et de polyols, les derives a fonction sulfates, sulfonates et phosphates des 
composes precedents. La presence d'au rnoins un agent tensioactif est 
generalement indispensable lorsque la matiere active et/ou le support inerte ne 
sont pas solubles dans l'eau et que l'agent vecteur de l'application est 1'eau. 

Ainsi done, les compositions a usage agricole selon l'invention peuvent 
contenir la matiere active dans de tres larges limites, allant de 0,05 % k 95 % (en 
poids). Leur teneur en agent tensio-actif est avantageusement comprise entre 5 % 
et 40 % en poids. Sauf indication contraire les pourcentages donnes dans cette 
description, incluant les revendications, sont en poids. 

Ces compositions selon Tinvention sont elles-memes sous des formes 
assez diverses, solides ou liquides. 

Comme formes de compositions solides, on peut citer les poudres pour 
poudrage (a teneur en matiere active pouvant aller jusqu'a 100 %) et les granules, 
notamment ceux obtenus par extrusion, par compactage, par impregnation d'un 
support granule, par granulation a partir d'ime poudre (la teneur en matiere active 
dans ces granules etant entre 0,5 et 80 % pour ces derniers cas), les comprimes ou 
tablettes effervescents. 
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La composition antifongique et/ou antibacterienne et/ou antivirale selon 
1'invention peut encore etre utilisee sous forme de poudres pour poudrage ; on peut 
aussi utiliser une composition comprenant 50 g de matiere active et 950 g de talc ; 
on peut aussi utiliser une composition comprenant 20 g de matiere active, 10 g de 
silice finement divisee et 970 g de talc ; on melange et broie ces constituants et on 
applique le melange par poudrage. 

Comme formes de compositions liquides ou destinees a constituer des 
compositions liquides lors de Implication, on peut citer les solutions en 
particulier les concentres solubles dans l'eau, les emulsions, les suspensions 
concentrees, les aerosols, les poudres mouillables (ou poudre a pulveriser), les 
p3tes, les gels. 

Les suspensions concentrees, applicable^ en pulverisation, sont preparees 
de maniere a obtenir un produit fluide stable ne se deposant pas et elles 
contiennent habituellement de 10 a 75 % de matiere active, de 0,5 a 15 % d'agents 
tensioactifs, de 0,1 a 10 % d'agents thixotropes, de 0 a 10 % d'additifs appropries, 
comme des anti-mousses, des inhibiteurs de corrosion, des stabilisants, des agents 
de penetration et des adhesifs et, comme support, de l'eau ou un liquide organique 
dans lequel la matiere active est peu ou pas soluble : certaines matieres solides 
organiques ou des sels mineraux peuvent etre dissous dans le support pour aider a 
empecher la sedimentation ou comme antigels pour l'eau. 

A titre d'exemple, voici une composition de suspension concentree : 
Exemple SC 1 : 

25 - matiere active 500 g 

- phosphate de tristyrylphenol polyethoxyle 50 g 

- alkylphenol polyethoxyle 50 g 

- polycarboxylate de sodium 20 g 

- ethylene glycol 50 g 

30 - hui leorganopolysiloxanique(antimousse) lg 

-polysaccharide 15g 

316,5 g 

Les poudres mouillables (ou poudre a pulveriser) sont habituellement 
35 preparees de maniere qu'elles contiennent 20 a 95 % de matiere active, et elles 
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contiennent habituellement. en plus du support solide, de 0 a 30 % d'un agent 
mouillant, de 3 k 20 % d'un agent dispersant, et, quand c'est necessaire, de 0,1 a 10 
% d'un ou plusieurs stabilisants et/ou autres additifs, comme des agents de 
penetration, des adhesifs, ou des agents antimottants, colorants, etc... 

Pour obtenir les poudres a pulveriser ou poudres mouillables, on melange 
intimement les matieres actives dans les melangeurs appropries avec les 
substances additionnelies et on broie avec des moulins ou autres broyeurs 
appropries. On obtient par la des poudres a pulveriser dont la mouillabilite et la 
mise en suspension sont avantageuses ; on peut les mettre en suspension avec de 
l'eau a toute concentration d6siree et ces suspensions sont utilisables tres 
avantageusement en particulier pour I'application sur les feuilles des vegdtaux. 

A la place des poudres mouillables, on peut realiser des pates. Les 
conditions et modalites de realisation et d'utilisation de ces pates sont semblables 
a celles des poudres mouillables ou poudres a pulveriser. 

A titre d'exemple, voici diverses compositions de poudres mouillables 
(ou poudres a pulveriser) : 

Exemple PM 1 



- matifere active 

- alcool gras ethoxyle (agent mouillant) 

- phenylethylphenol ethoxyle (agent dispersant) 

- craie (support inerte) 



50% 



2,5% 
5% 

42,5% 



Exemple PM 2 : 

- matiere active 

- alcool synthetique oxo de type ramifie, en 
CI 3 ethoxyle par 8 a 10 oxyde d'&hylene 
(agent mouillant) 

- lignosulfonate de calcium neutre (agent 
dispersant) 

- carbonate de calcium (charge inerte) 



0,75% 



q.s.p. 100 % 



10% 



12% 



Exemole PM 3 : 

Cette poudre mouillable contient les mdmes .j ingredients que dans 
l'exemple precedent, dans les proportions ci-apres : 
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- matiere active 75% 

- agent mouillant \ $qo /o 

- agent dispersant go/ 0 

- carbonate de calcium (charge inerte) q. Sf p. 100% 

Exemple PM 4 : 

- matiere active 90% 

- alcool gras ethoxyle (agent mouillant) 4% 

- phenylethylphenol ethoxyle (agent dispersant) 6% 



r 0 

'0 



Exemple PM 5 : 

- matiere active 50% 

- melange de tensio-actifs anioniques et 

non ioniques (agent mouillant) 2,5% 

- lignosulfonate de sodium (agent dispersant) 5% 

- argile kaolinique (support inerte) 42,5% 

Les dispersions et emulsions aqueuses, par exemple les compositions 
obtenues en diluant a 1'aide d'eau une poudre mouillable ou un concentre 
emulsionnable selon Invention, sont comprises dans le cadre general de la 
presente invention. Les emulsions peuvent etre du type eau-dans-l'huile ou huile- 
dans-l'eau et elles peuvent avoir une consistance epaisse comme celle d'une 
"mayonnaise". 

Les compositions antifongiques selon linvention peuvent etre formulees 
sous la forme de granules dispersibles dans l'eau egalement compris dans le cadre 
de 1'invention. 

Ces granules dispersibles, de densite apparente generalement comprise 
entre environ 0,3 et 0,6 ont une dimension de particules generalement comprise 
entre environ 1 50 et 2000 et de preference entre 300 et 1 500 microns. 

La teneur en matiere active de ces granules est generalement comprise 
entre environ 1 % et 90 %, et de preference entre 25 % et 90 %. 

Le reste du granule est essentiellement compose d'une charge solide et 
eventuellement d'adjuvants tensio-actifs conferant au granule des proprietes de 
dispersibilite dans l'eau. Ces granules peuvent etre essentiellement de deux types 
distincts selon que la charge retenue est soluble ou non dans l'eau. Lorsque la 
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charge est hydrosoluble, elle peut etre minerale on, de preference, organique. On a 
obtenu d'excellents resultats avec ruree. Dans !e cas d'une charge insoluble, celle- 
ci est de preference minerale, comme par exemple le kaolin ou la bentonite. Elle 
est alors avantageusement accompagnee d'agents tensio-actifs (a raison de 2 a 20 
% en poids du granule) dont plus de la moitie est, par exemple, constitute par au 
moins un agent dispersant, essentiellement anionique, tel qu'un polynaphtalene 
sulfonate alcalin ou alcalino terreux ou un lignosulfonate alcalin ou alcalino- 
terreux, le reste etant constitue par des mouillants non ioniques ou anioniques tel 
qu'un alcoyl naphtalene sulfonate alcalin ou alcalino-terreux. 

Par aiileurs, bien que cela ne soit pas indispensable, on peut ajouter 
d'autres adjuvants teis que des agents anti-mousse. 

Le granule selon Finvention peut etre prepare par melange des ingredients 
necessaires puis granulation selon plusieurs techniques en soi connues (drageoir, 
lit fluide, atomiseur, extrusion, etc.). On termine generalement par un concassage 
suivi d'un tamisage a la dimension de particule choisie dans les limites 
mentionnees ci-dessus. On peut encore utiliser des granules obtenus comme 
precedemment puis impregnes avec une composition contenant la matiere active. 

De preference, il est obtenu par extrusion, en operant comme indique 
dans les exemples ci-apres. 

Exemple GDI : Granules disnersibles 

Dems un melangeur, on melange 90 % en poids de matiere active et 
10 % d'uree en pedes. Le melange est ensuite broye dans un broyeur a broches. 
On pbtient une poudre que Yon humidifie avec environ 8 % en poids d'eau. La 
poudre humide est extrudee dans une extrudeuse a rouleau perfore. On obtient un 
granule qui est s6che, puis concasse et tamis6, de fa?on a ne garder respectivement 
que les granules d'une dimension comprise entre 1 50 et 2000 microns. 

Exemple GD2 : Granules dispersibles 

Dans tin melangeur, on melange les constituants suivants : 

- matiere active 75% 

- agent mouillant (alkylnaphtalene sulfonate de sodium) 2% 

- agent dispersant (polynaphtalene sulfonate de sodium) 8% 

- charge inerte insoluble dans l'eau (kaolin) 15% 
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Ce melange est granule en lit fluide, en presence d'eau. puis seche. 
concasse et tamise de maniere a obtenir des granules de dimension comprise entre 
0.15 et 0,80 mm. 

Ces granules peuvent etre utilises seuls, en solution ou dispersion dans de 
l'eau de maniere a obtenir la dose cherchee. lis peuvent aussi etre utilises pour 
preparer des associations avec d'autres matieres actives, notamment antifongiques, 
ces demieres etant sous la forme de poudres mouillables, ou de granules ou 
suspensions aqueuses. 

En ce qui conceme les compositions adaptees au stockage et au transport, 
elles contiennent plus avantageusement de 0,5 a 95 % (en poids) de matiere active. 

L'invention a pour autre objet un precede de lutte a titre curatif ou 
preventif, de preference preventif, contre les champignons phytopathogenes des 
cultures et/ou bacteries et/ou virus caracterise en ce que l'on applique sur les 
parties aeriennes des vegetaux une quantity efficace et non phytotoxique d'une 
combinaison d'un ou plusieurs compose A et d'au moins un compose B, par 
exemple dans une composition andfongique et/ou antibacterienne et/ou antivirale 
selon invention. Le proced^ global peut en outre eventuellement prevoir un 
traitement supplemental a l'aide d'un fongicide conriu, ce fongicide etant 
applique simultanement ou separement des composes A et/ou B. 

Les champignons phytopathogenes des cultures qui peuvent etre 
combattus par ce procede sont notamment ceux : 
-du groupe des oomycetes : 

du genre Phytophthora tel que Phytophthora phaseoli, 

Phytophthora citrophthora, Phytophthora capsici, Phytophthora cactorum, 
Phytophthora palmivora, Phytophthora cinnamoni, Phytophthora megasperma, 
Phytophthora parasitica, Phytophthora fragariae, Phytophthora cryptogea. 
Phytophthora porri, Phytophthora nicotianae, Phytophthora infestans (mildiou 
des solan&w, notamment de la porame de terre ou de la tomate); 

- de la famille des P<5ronosporacees, notamment Plasmopara 
viticola (mUdiou de la vigne), Plasmopara halstedei (mildiou du tournesol), 
Pseudoperonospora sp (notamment mildiou des cucurbitacees 
(Pseudoperonospora cubensis) et du houblon {Pseudoperonospora humuli)\ 
Bremia lactucae (mildiou de la laitue), Peronospora tabacinae (mildiou du tabac)! 
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Peronospora destructor (mildiou de 1'oignon), Peronospora parasitica (mildiou 
du chou), Peronospora farinosa (mildiou des endives et mildiou de la betterave). 

- du groupe des ad&omycetes (ascomycetes): 

- du genre Alternaria, par exemple Alternaria solani (alternariose 
des solanees, et notamment de la tomate et des pommes de terre ), 

- du genre Guignardia, notamment Cuignardia bidwellii (black rot 

de la vigne), 

- du genre Venturia, par exemple Venturia inaequalis, Venturia 
pirina (tavelures du pommier ou du poirier), 

- du genre Oidium, par exemple oidium de la vigne (Uncinula 
necator) ; oidium des cultures legumieres, par exemple Erysiphe polygoni (oTdium 
des cruciferes) ; Leveillula taurica, Erysiphe dehor acearum, Sphaerotheca 
Juligena (oidium des cucurbitac^es, des composees, de la tomate) ; Erysiphe 
communis (oidium de la betterave et du chou) ; Erysiphe pisi (oidium du pois, de 
la luzerne) ; Erysiphe polyphaga (oidium du haricot et du concombre) ; Erysiphe 
umbelliferarum (oidium des ombeiliftres, notamment de la carotte) ; 
Sphaerotheca humuli (oidium du houblon) ; oTdiums du ble et de Forge (Erysiphe 
graminis forma specie tritici et Erysiphe graminis forma specie hordei), 

- du genre Taphrina 9 par exemple Taphrina deformans (cloque du 

pecher), 

- du genre Septoria, par exemple Septoria nodorum ou Septoria 
tritici (septoriose des cereales), 

- du genre Sclerotinia^ par exemple Sclerotinia sclerotirium, 

- du genre Pseudocercosporella, par exemple P. herpotrichoides 
(pietin verse des cereales), 

- du genre Botrytis cinerea (vigne, culture legumieres et 
maraich&es, pois, ), 

- du genre Phomopsis viticola (excoriose de la vigne), 

- du groupe des Basidiomycetes : 

- du genre Puccinia y par exemple Puccinia recondita ou striiformis 
(rouilles du b\i\ Puccinia triticina^ Puccinia hordeU 

- de la famille Rhizoctonia spp, par exemple Rhizoctonia solani. 

Les maladies d'origine bacterienne et virale qui peuvent etre combattues 
par ce proc&ie sont notamment : 



13 



2777423 



campestris ; 



- le feu bacterien. Erwinia amylovora : 

- la tache bacterienne des arbres fruitiers a noyau, Xanthomonas 

- la bacteriose du poirier, Pseudomonas syringae ; 
5 - la bacteriose du riz et des cereales ; 

- les virus presents sur le riz, les cultures legumieres et cerealieres. 

Les cultures envisages dans le cadre de la presente invention sont de 
preference les cultures cerealieres (ble, orge, mals, riz) et legumieres (haricot, 
oignon, cucurbitacees, chou, pomme de terre, tomate, poivron. epinard, pois 
lamie, celen, endives), les cultures ftuitieres (fraisiers, framboisiers), les cultures 
arboncoles (pommiers, poiriers, cerisiers, ginseng, citronniers, cocotiers 
pecaniers, cacaoyers, noyers, heveas, oliviers, peupliers, bananiers), la vigne le 
tournesol, la betterave, le tabac et les cultures ornementales 

15 

Un classement fait non plus par champignons ou bacteries vises mais par 
cultures cibles peut etre illustre comme ci-dessous : 

- la vigne: oidium (Uncinula necator), mMxou (Plasmopara viticola) 
pournture (Botrytis cinerea), excoriose (Phomopsis viticola) et black-mi 

20 (Guignardia bidwellii), 

- les solanees: mildiou (Phytophthora infestans), altemariose (Alternaria 
*>tam)etpourriture (Botrytis cinerea), 

- les cultures legumieres: mildious (Peronospora sp., Bremia lactucae 
Pseudoperonospora sp), alternariose (Alternaria sp.), sclerotiniose (Sclerotinia 
sp.), poumture (Botrytis cinerea), pourriture du pied ou des racines (Rhizoctonia 
s VP)*oi<kum(Erysiphesp.;Sphaerothecafuliginea), 

- l'arboriculture: tavelure (Venturia inaequalis. V. pirina), maladies 

bactenennes (erwinia amylovora, xanthomonas campestris, pseudomonas 

syringae), oTdium (Podosphaera leucotricha) et moniliose (Monilia fructigena) 

M - les agrumes: tavelure (Elsinoe fawcetti), melanose (Phomopsis citri) et 

maladies a Phytophthora sp.. 

- le ble, en ce qui concerne la lutte contre les maladies suivantes des 
fences: les fusarioses(Mc^^^^ roseum) les caries 
(Tilletia caries, Tilletia controversa ou Tilletia indica), la septoriose (Septoria 

35 nodorum), 
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- le ble, en ce qui concerne la lutte contre les maladies suivantes des 
parties aeriennes de la plante : le pietin-verse (Pseudocercosporella 
herpotrichoides), le pietin-echaudage (Gaeumannomyces graminis)* la fusariose 
du pied (F. culmorum, F. graminearum), le rhizoctone (Rhizoctonia cerealis\ 
PoTdium (Erysiphe graminis forma specie tritici), les rouilles (Puccinia striiformis 
et Puccinia recondita) et les septorioses (Septoria tritici et Septoria nodorum), 

- le ble et Torge , en ce qui conceme la lutte contre les maladies 
bacteriennes et virales, par exemple la jaunisse nanisante de l'orge, 

• l'orge, en ce qui concerne la lutte contre les maladies suivantes des 
semences : les helminthosporioses (Pyrenophora graminea* Bipolaris, 
Pyrenophora teres et Cochliobolus sativus), le charbon nu (Ustilago nuda) et les 
fusarioses (Microdochium nivale et Fusarium roseum), 

- l'orge, en ce qui concerne la lutte contre les maladies suivantes des 
parties aeriennes de la plante : le pietin-verse (Pseudocercosporella 
herpotrichoides). les helminthosporioses (Pyrenophora teres et Cochliobolus 
sativus), Iridium (Erysiphe graminis forma specie horde f) 9 la rouille naine 
(Puccinia horde I) et la rhynchosporiose (Rhynchosporium secalis) ; 

- la pomme de terre. en ce qui conceme la lutte contre les maladies du 
tubercule (notamment Helminthosporium solani, Phoma tuberosa* Rhizoctonia 
solani. Fusarium solani) et certaines viroses (virus Y); 

- le coton. en ce qui conceme la lutte contre les maladies suivantes des 
jeunes plantes issues des semences :les fontes de semis et les necroses du collet 
(Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum), la pourriture noire des racines 
(Thielaviopsis basicola), 

- le pois, en ce qui concerne la lutte contre les maladies suivantes des 
semences : Tanthracnosie (Ascochyta pisU Mycosphaerella pinodes\ la fusariose 
(Fusarium oxysporum), la pourriture grise (Botrytis cinerea\ la rouille (Uromyces 
pisi\ 

- le colza, en ce qui conceme la lutte contre les maladies suivantes des 
semences : Phoma lingam et Alternaria brassicae, la pourriture {Botrytis cinerea), 
et sclerotiniose (Sclerotinia sclerotirium), 

- le mai's, en ce qui concerne la lutte contre les maladies des semences 
(Rhizopus sp.. Penicillium sp„ Trichoderma sp., Aspergillus sp. et Gibberella 
fujikuroi), les helminthosporioses (Bipolaris), la fusariose (Fusarium oxysporum), 

- le riz: pourriture du pied ou des racines (Rhizoctonia spp.), 
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- le lin, en ce qui concerne la lutte contre la maladie des semences 
(Alternaria linicola), 

- la banane: cercosporiose (Afycosphaerella figiensis), 

- le gazon: rouille, oidium, helminthosporiose, maladies telluriques 
(Microdochium nivale, Pythium sp., Rhizoctonia solani, Sclerotica 
homeocarpa...), 

- Ies arbres forestiers, en ce qui concerne la lutte contre les fontes de 
semis (Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani). 



La composition antifongique et/ou antibacterienne et/ou antivirale de 
Tinvention est appliquee au moyen de differents precedes de traitement tels que : 

- la pulverisation sur les parties aeriennes des cultures a traiter d'un 
liquide comprenant ladite composition, 

- le poudrage, l'incorporation au sol de granules ou de poudres, 
1 5 l'arrosage, l'injection dans les arbres ou le badigeonnage. 

La pulverisation d'un liquide sur les parties aeriennes des cultures a 
traiter est le procede de traitement prefere. 

Par "quantite efficace et non phytotoxique", on entend une quantite de 
composition selon l'invention suffisante pour permettre le contrdle ou la 
destruction des champignons ou bacteries presents ou susceptibles d'apparaitre sur 
les cultures, et n'entrainant pour lesdites cultures aucun symptome notable de 
phytotoxicite. Une telle quantite est susceptible de varier dans de larges Iimites 
selon le champignon ou la bacterie a combattre, le type de culture, les conditions 
climatiques, et les composes compris dans la composition antifongique et/ou 
antibacterienne et/ou antivirale selon l'invention. Cette quantite peut etre 
determinee par des essais systematiques au champ, a la portee de l'homme du 
metier. 



35 



En dernier lieu, l'invention concerne un produit comprenant au moins un 
compose A et au moins un compose B pour le controle des champignons 
phytopathogenes et/ou des bacteries et/ou des virus d'un milieu par application 
simultanee, sequentielle ou separee. 

Les exemples suivants sqnt donnas a titre purement illustratif de 
l'invention, qu'ils ne limitent en aucune facon. - 
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Des experimentations ont ete entreprises sur les effets physiologiques 
induits dans les reponses de defenses dans les cultures cellulaires de tabac par 
mesure de la production d'enzymes comme la PAL et la LOX et d'acide 
salicylique et sur les effets de protection antifongique dans le cas des couples 
5 outturn du ble et mildiou de la vigne. 

Exemple 1 : Effets physiologiques. 

1) Le choix des marqueurs biochimiques sur cellules de tabac. 

10 

♦ mesure de Pactivite PAL (phenylalanine ammoniac-lyase) : enzyme cle 
de la voie des phenyl propanoides et plus particulierement de la lignification 
impliquee dans les reactions de defense des plantes (chez les monocotyledones 
tout particulierement). 

15 ♦ mesure de l'acide salicylique : molecule de signaltsation. 

♦ mesure de Tactivite LOX (lipoxygenase) enzyme cl6 de la synthese de 
l'acide jasmonique, autre molecule de signalisation. 

2) Materiel Vegetal. 

20 

Les suspensions cellulaires utilisees sont des suspensions de Nicotiana 
tabacum BY (Brigth Yellow) provenant de Washington State University 
(Pullman, USA). Elles sont cultivees a Tobscurite, 24°C sous agitation (120 
rpm) et repiquees tous les 7 jours par transfert de 10 ml de culture dans 70 ml de 
25 milieu frais. 

La composition du milieu de culture est donnee pour 1 litre: 

- Murashige et Skoog salts (Duchefa) 4,3g 

- sucrose 30g 

- Bl (thiamine) lmg 
30 - inositol lOOmg 

-KH 2 P0 4 1,47 mM 
Le pH est ajuste a 5,8. 

Les cellules sont pretraitees 5 jours apres repiquage (fin de la phase 
exponentielle de croissance) et 61icit6es au 66me jour. Deux heures avant 
35 pretraitement, 10 ml de cellules sont transffcres dans des erlenmeyers de 25ml. 

Pour les analyses des activites phenylalanine ammoniac-lyase (PAL), 
lipoxygenase (LOX) et la determination de l'acide salicylique (SA), les cellules 
sont r6colt6es au temps voulu par filtration sur papier Wathman 3M, congel6es 
dans Tazote liquide et conservees k -80°C jusqu'4 l'analyse. 

40 

3) Activit6 Phenylalanine ammoniac-lyase (PAL). 
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Les cellules (0,5g) sont broyees dans du tampon borate (UM pH 8,8 en 
presence de charbon actif et de quartz. Le rapport de broyage est de 1/5 (p/v) 
Apres centrifugation, 100/d d'extrait cellulaire sont mis a incuber lh a 37°C en 
presence de 200/tl de tampon borate 0.1M pH 8,8 et de 100 M l d'un melange 
tampon borate 0.1M pH 8,8, L-phenylalanine 3<XVM (melange marquee et 
froide), la solution finale presente une activite specifique de 810.000cpm/ml. 

La reaction est arretee par l'ajout de quelques gouttes de H2S04 9N On 
rajoute 2ml d'H20. Les produits de la faction sont extraits en ajoutant 2ml d'un 
melange ether/cyclohexane (1/1, v/v). La phenylalanine n'etant pas soluble dans 
ce melange, le comptage de la reaction est fait sur 1ml en presence de liquide de 
scintillation 'multi-purpose'. 

4) Activite Lipoxygenase (LOX). 

Les cellules (250mg) sont broyees dans 0,5 ml de tampon d'extraction en 
presence de quartz. 

Tp d'extraction : - Tp tris 0, 1M Ph 6,8 

- PVP 1% p/v 

- Na^A 0,04% 

- PMSF 0,5mM 

- EDTA 3mM 

- Triton 0,1% v/v 

J^JT*? * st 0 centrifil 8 6 15min * 4 °C a 13000 rpm. 2,87ml de tampon Tris 
U.lM pH 6,8 puis 30m1 d'acide linolenique lOmM sont ajoutes a l'extrait 
cellulaire. Apres agitation, on suit revolution de la DO a 234 nm. 

5) Extraction et dosage de 1'acide salicylique (AS). 

Les echantillons (0,5 g) de cellules ou de feuilles de tabac sont broy£s 
dans de l'azote liquide. puis le broyage est poursuivi en presence 0 8 ml de 
methanol 90%. Une quantite conmie d'AS marque au *4 C (i n a, 54 mCi/mole 
Sigma) est alors ajoutee afin d'estimer le rendement de recuperation de l'AS 
endogene. La quantite d'AS marque ajoutee est inferieure au seuU de detection 
de l'analyse. Les extraits m&hanoliques sont agites vigoureusement et 
centrifuges pendant 20 rain a 13000 rpm. Le surnageant est recupere et le culot 
est soumis a une seconde extraction par du methanol 100% Apres 
centrifugation, les deux surnageants sont rassembles. Les echantillons sont 
ensuite evapores a sec au concentrateur sous vide. Les extraits sees sont repris 
dans 0,5 ml d'eau a 80°C. 

u J ctantfl tons sont amenes a pH 2 par Pajout d'HCl 2 M, puis 

chauffes a 80 C pendant une heure. Par la suite, les echantillons sont soumis a 
deux extractions successives par 2 volumes dither. Apres extraction, les phases 
eth6rees sont rassemblees et Tether est evapore sous un flux d'azote Les 
residus sees sont dissous dans environ 150 ul de tampon de charge (acetate de 
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sodium 20 mM pH 5 ; acetonitrile, dans les proportions 9 : 1 (v/v)). 20 ml 
auxquels sont ajoutes 3 ml de liquide de scintillation (Ready Gel, Beckmann) 
sont preleves pour le comptage de la radioactivite residuelle qui permet le calcul 
du rendement de recuperation de l'AS. Les teneurs en AS total determinees 
correspondent a la somme des teneurs en AS sous forme libre et des teneurs en 
AS sous forme conjuguee. l'AS etant relargue au cours de l'hydrolyse. 

Analyse quantitative par CLHP 

50 ul des echantillons repris dans le tampon de charge sont injectes sur une 
colonne C18 phase inverse (Nova pak waters, 3,9x150 mm) equilibree dans le 
melange tampon acetate de Na (20 mM, pH 5) 97% / acetonitrile 3% sous un 
debit de lml/min. L'elution est programmee sur un systeme CLHP Waters dans 
un systeme isocratique pendant 10 min. La proportion d'acdtonitrile augmente 
ensuite jusqu'a 80% durant 2 min. cette proportion est maintenue pendant 10 
min, ce qui permet le lavage de la colonne qui est ensuite reequilibree dans le 
melange de depart durant 5 minutes, avant une nouvelle injection. L'AS est 
quantifie par fluorimetrie (X excitation=315 nm, X emission=405 nm). Le pic 
correspondant a cette molecule est identifie par comparaison du temps de 
retention avec celui de l'AS de reference (50 ng). Les quantites d'AS injectees 
sont calculees grace a la comparaison de l'aire des pics correspondant a l'AS 
avec celle de la molecule standard injectee. Les teneurs en AS dans les 
echantillons sont ensuite calculees en tenant compte du rendement de 
recuperation. 

6) Cinetique de traitement. 

Dans tous les cas, le pretraitement avec le potentialisateur est realist 18 heures 
avant le traitement eliciteur. 

Les prtlevements pour analyse des effets physiologiques ont lieu 4 heures, 12 
heures ou 24 heures apres elicitation . Les temoins correspondant k une 
potentialisation seule ou une elicitation seule sont systematiquement presents 
pour chaque prelevement. 

Rfeultats : on se reportera aux figures 1 a 9 en fin de descriptions, 
figures pour lesquelles les commentaires suivants sont donnes : 

Figure 1. Influence du conditionnement des cultures cellulaires de tabac par 
H3P03 sur I'induction de l'activite PAL apres elicitation par un eliciteur 
oligosaccharidique isol^ de Pmg. 

Les cultures cellulaires ont ete conditionnees (pretraitement) par 5mM de 
H3PQ3 pendant 18h et induites par lOug/ml d'eliciteur oligosaccharidique de type 
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p-glucane. L'elicitation entraine par elle-meme une augmentation transitoire de 
l'actmte PAL qui retourne a son niveau initial 8h apres l'application de 1'eliciteur 
Un pretraitement des cellules par H3P03 (SmM) amplifie nettement la reponse a 
1'eliciteur (elicitabilite) et augmcnte la durability du phenomene. 

Figure 2. Influence de H3P03 sur l'activite lipoxygenase (LOX) de cultures 
cellulaires de tabac apres induction par un eliciteur oligosaccharidique isole de 
Pmg. 



'0 L ' activit6LOXa etemesuree2tt 

ohgosaccharidique de type 0-glucane. L'effet du pretraitement des cellules par 
H3P03, sur 1'elicitabilite cellulaire est important puisqu'il permet d'induire une 
activue LOX environ 4 fois superieure au temoin correspondant. Un leger effet 
inducteur de l'activite LOX est observable 39h (18h de pretraitement+21h) apres 

15 ^application de H3P03 seul. 

Figure 3. Influence du conditionnement des cultures cellulaires de tabac par 
H3P03 sur l'induction de l'activite PAL apres elicitation par des oligomeres de 

pectine... 

Les cultures cellulaires ont ete conditionnees par 5mM de H3P03 pendant 
1 8h et elicitees par 20 ug/ml d'oligomeres de pectine. Le traitement des cellules 
par 1'eliciteur entraine une augmentation transitoire de l'activite PAL qui retourne 
a son niveau initial 8h apres elicitation. Le conditionnement des cellules par 
H3P03 provoque apres elicitation une forte stimulation de l'activite- PAL qui se 
maintient a un niveau eleve pendant toute la duree de l'experimentation. Aucun 
effet significatif d'induction de l'activie PAL n'est detectable apres l'application de 
H3P03 seul. 

Figure 4. Accumulation d'AS dans des cultures cellulaires de tabac 
preconditionnees ou non par H3P03 et elicitees par des oligomeres de pectine. 

L'AS s'accumule tres transitoirement et faiblement en reponse a 
l'elicitation par 20 ug/ml d'oligomeres de pectine. Le conditionnement des cellules 
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par H3P03. 1 8h avant l'elicitation, entraine une importante augmentation du taux 
de synthese d' AS par rapport aux cellules non conditionnees. 

Figure 5. Influence du conditionnement des cultures cellulaires de tabac par ^ 
5 H3P03 et le fosetyl-Na sur l'induction de l'activite PAL apres elicitation par des jg, 

oligomeres de pectine. ^ 

Les cultures cellulaires ont ete conditionnees par 5mM de H3P03 ou de gf| 
fosetyl-Na pendant 1 8h et elicitees par 20 ug/ml d'oligomeres de pectine. Le O 

j o traitement des cellules par l'eliciteur entraine une augmentation transitoire de lg 

l'activite PAL qui retourne a son niveau initial llh apres elicitation. Le -< 
conditionnement des cellules par H3P03 provoque apres elicitation une 
stimulation de l'activite PAL superieure a celle observee dans les cellules non- 
conditionnees. Le fosetyl-Na maintient l'activite PAL a un niveau eleve 1 lh apres 

1 5 l'elicitation (effet de durabilite). Aucun effet significatif d'induction de l'activite 

PAL n'est detectable apres l'application de fosetyl-Na seul. 

Figure 6. Influence du conditionnement des cultures cellulaires de tabac par 
H3P03 sur l'induction de l'activite PAL apres elicitation par 2nM de (J- 
20 megaspermine. 

Les cultures cellulaires ont ete conditionnees par 5mM de H3P03 pendant 
1 8h et elicitees par 2nM de (J-megaspermine. L'application de l'eliciteur seul, 
entraine une augmentation de l'activite PAL qui se stabilise 8h apres l'elicitation. 
25 L'activite PAL des cellules pretraitees par H3P03 augmente lineairement apres 

elicitation pour atteindre 4 fois le niveau des cellules non-conditionnees. 

Figure 7. Influence de H3P03 sur l'activite lipoxygenase (LOX) de cultures 
cellulaires de tabac apres induction par 2nM de |J-megaspermine. 
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L'activite LOX a ete mesuree 12h apres l'elicitation par 2nM de p- 
megaspermine. L'effet du pretraitement des cellules (1 8h) par H3P03, sur 
felicitabilit£ cellulaire est tres important puisqu'il permet d'induire une activity 
LOX environ 28 fois superieure au temoin correspondant. Aucun effet inducteur 
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de I'activite LOX n'est observable 30h (18h de pretraitement+12h) apres 
I'application de H3P03 seul. 

Figure 8. Accumulation d'AS dans des cultures cellulaires de tabac 
preconditionnees ou non par H3P03 et elicitees par 5nM de P-megaspermine. 

L'AS s'accumule transitoirement en reponse a I'elicitation par 5nM de p- 
megaspermine. Le conditionnement des cellules par H3P03, 1 8h avant 
I'elicitation, entraine une importante augmentation du taux de synthese d'AS par 
rapport aux cellules non conditionnees et une persistance de 1'effet. 

Figure 9. Influence du conditionnement des cultures cellulaires de tabac par 
H3P03 et le fosetyl-Na sur 1'induction de I'activite PAL apres elicitation par 2nM 
de p-megaspermine.. 

Les cultures cellulaires ont ete conditionnees pendant 1 8h par 5mM de 
H3P03 ou de fosetyl-Na, et elicitees par 2nM de P-megaspermine. L'elicitation 
seule entraine une augmentation de I'activite PAL qui se stabilise 8h apres 
I'application de 1'eliciteur. L'activite PAL de cellules pretraitees par H3P03 ou par 
le fosetyl-Na est toujours superieure a celle observees dans les cellules non- 
conditionnees. 

Conclusion : Ces experimentations demontrent 1'effet potentialisateur de 
H3P03 et du fosetyl-Na sur les reponses de defense du tabac. H3P03 et le fosetyl- 
Na n'ont par eux-memes aucun effet sur I'activite de la PAL, de la LOX ou sur la 
synthese d'AS. Le conditionnement sensibilise les cultures cellulaires a repondre a 
des concentrations faibles en eliciteurs ou augmente la sensibilite des cellules aux 
eliciteurs. 

Exemple 2: Protection an tifongiq iio 

1) Oidium /ble {Erysiphe graminis f.sp.tritici): 

Des W6s de la variete Victo (commercialisee par la firme Pionner genetique) 
sont culuves en chambre fioide a 10°C avec une taux d'HR de 90% ef soumis k 
une photoperiode de 12H. a 
Lesplants ages de trois semaines environ (stade 2 feuilles bien ddveloppees) sont 
condiuonnes une journee avant traitement dans une serre a 20°C et arr^es, 
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Les produits sont appliques soil en sequence soit en melange. 
On prepare a partir des differents composes par dilution dans I'eau les 
suspensions diluees correspondant a un volume de pulverisation de 2S0 litres de 
liquide de pulverisation par hectare. 

Le potentialisateur est applique 24h ou 48 h avant Teliciteur, dans le cas d'un 
traitement sequentiel. 

La contamination a lieu 2 jours , 4 jours ou 5 jours apres le traitement par 
l'eiiciteur. Elle est assuree par balayage des plants par des plants de ble 
prealablement contaminees la semaine precddente et qui presentent un feutrage 
conidien pulverulent (pathog&ne obligatoire qui ne supporte pas l'eau libre pour 
s'installer). 

Apres cette contamination, les plants de ble sont places en incubation pendant 7 
jours k 20°C dans une atmosphere de 85% HR 

2) Mildiou de la vigne (Plasmopara viticola) 

Des boutures de vigne (Vitis vinifera), variete Chardonnay, sont cultives dans 

des godets en serre. Lorsque ces plants sont ages de 2 mois (stade 4-5 feuilles), 

ils sont places en subirrigation duram une semaine avant traitement dans une 

serre a 20 °C afin d'eviter tout effet de stress. 

Les produits sont appliques soit en sequence soit en melange. 

On prepare k partir des differents composes par dilution dans Peau les 

suspensions dilutes correspondant a un volume de pulverisation de 500 litres de 

liquide de pulverisation par hectare. 

Le potentialisateur est applique 6 jours avant Teliciteur, dans le cas d'un 
traitement sequentiel. 

La contamination a lieu 6 jours apres le traitement par Teliciteur. Elle est 
assuree par pulverisation d'une suspension aqueuse de spores de Plasmopara 
viticola obtenue a partir de feuilles spondees contaminees 7 jours 
auparavant.Ces spores sont mises en suspension k raison de 100000 unites par 
cm3. 

Les plants contamines sont ensuite mis en incubation pendant 7 jours en 
atmosphere humide de type brouillard a 18-20°C 

La lecture a lieu 7 jours apres la contamination, en comparaison avec des plants 
temoins , non trails mais contamines. On estime de fa?on visuelle la surface des 
feuilles presentant sous leur face inferieure un duvet blanchatre correspondant a 
la sporulation du champignon. 

On calcule k partir du taux de surface foliaire sporulee et au moyen de la 
formule d* Abbott Tefflcacite du produit ou des produits de traitement etablie sur 
trois feuilles par plant et trois plants par facteur d'essai. 

Resultats : on se reportera aux figures 10 a 20 en fin de descriptions, 
figures pour Iesquelles les commentaires suivants sont donnes : 
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15 



20 



25 



Figure 10. Influence du conditionnement de plants de ble par le fosetyl Al 
applique a lkg/ha (Aliette WG 80%) sur le development de I'oidium apres 
induction par un 61iciteur de type carbohydrate Elexa™ a 1% dans la bouillie 
d application adjuvantee avec le mouillant R56 a 0,1%. 

L'analyse de Colby demontre un effet synergique entre le fosetyl Al et Elexa™ 
adjuvante de R56 dans les conditions de 1'essai, contre I'oidium du ble (Erysiphe 
graminis f.sp. tritici). r 



% efficacite observee 
Colby theorique 



fosetyl Al (lkg/ha ) X 
Elexa™ 1%+ R56 0,l% 



72 



50,3 



synergie __ _____»^ E2 », (ac33B! ^^ „ 

Figure 11. Effet synergique entre le fosetyl Al applique a lkg/ha ou H2PH03 
apphque a 1 ou 2kg/ha et le produit Elexa™ applique en tant qu'eliciteur a 0 1 % 
adjuvante de 0,l%de R56 dans la bouillie d 'application vis a vis de I'oidium du 
ble. 

Dans cet essai, la lecture des symptomes a et6 realisee sur les premieres 
deuxiemes et troisiemes feuilles de 24 plants de ble repartis dans trois pots ; 48 
heures ont separ£ l'application du potentialisateur (fos6tyl Al ou H2PH03) et 
1 'application de l'eliciteur Elexa™ a 0. 1 % additionne de R56 a 0,1 % . 
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fosetyl Al (lkg/ha ) 
X Elexa T *0.1% + 
R56 0,l% 


H2PH03 (lkg/ha) 
X Elexa™0,l% + 
R56 0,l% 


H2PH03 (2kg/ha) 
X Elexa T *0,l% + 
R56 0,l% 


% efficacite observee 


21 


32 


37 


Colby theorique 


20,7 


20,7^ _ 


20,7 


synergie 









Figure 12. Influence potentialisatrice du fosetyl Al a 1 ou 2 kg/ha apres 
elicitation avec Elexa™ a 0,1% adjuvante avec 0,1% de R56 dans la bouillie 
d application contre le mildioude la vigne. 

Dans deux essais independants, on note une synergie selon Colby de la 
combmaison fosetyl Al X Elexa™ 0, 1 % ( + R56 a 0, 1 %). 





fosetyl Al (lkg/ha ) X Elexa™ 
0,1%+ R56 0,l% (l°essaiV 


fosetyl Al (2kg/ha ) X Elexa™ 
0,1%+ R56 0,l% (2 a essai) 


% efficacite observee 


94 


56 


Colby theorique 


57,4 


0 


synergie 
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Figure 13. Influence du fosetyl AI (fosl a lkg/ha) sur la protection antioidium 
du ble aprfcs induction par un eliciteur de type extrait de levure a lg/1 (yeast IE). 

Une synergie selon Colby est mise en evidence pour l'association fosStyl Al - 
extrait de levure contre Toidium du b!6. 





fosetyl Al (IKg/ha ) X extrait de levure lg /l 

(yeast extract Difco™) | 


% efficacite observee 


50 


Colby theorique 


38,4 i 


synergie 





Figure 14. Influence d'un conditionnement de plants de ble par le fosetyl Al ou 
l'acide phosphoreux (H2PH03) sur Toidium du ble apres elicitation par un 
eliciteur de type spores tuees ou non d'un champignon non hote (Erysiphe 
graminis f. sp. horde!) responsable de Toidium de Forge. 





fosetyl Al (lkg/ha ) X Erysiphe 
graminis f.sp.hordei 


H2PH03 (lkg/ha ) X Erysiphe 
graminis f.sp. hordei 


% efficacite observee 


71 


79 


Colby theorique j 


43 


40,5 


synergie 







Une synergie selon Colby est demontr^e dans les deux cas ou le potentialisateur 
est soit le fosetyl Al soit PH2PH03 et Peliciteur des spores d'un champignon non 
hote sur le ble. 



Figure 15. Influence de H2PH03 (lkg/ha) sur la protection antioidium de plants 
de bl6 aprds induction par un eliciteur oligosaccharidique comme le trehalose a 
15g/l (Prolabo). 





H2PH03 (lkg/ha ) X trehalose 15g/l (Prolabo) 


% efficacite observee 


18 ™J 


Colby theorique 
synergie 


0 



LJn efFet synergique selon Colby est observe en associant Peffet potentialisateur de 
l'acide phosphoreux et eliciteur du trehalose vis a vis de Toidium du ble. 
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Figure 16. Influence du fosetyl Al (2kg/ha) sur le mildiou de la vigne acres 
mduction par un eliciteur oligosaccharidique , le trehalose a 15g/l (?JZ) 



fosetyl Al (2k g/ha ) X trehalose 15g/l (Prolabo) 



% efficacite observee 



Colby theorique 



11 



synerg 



le 



Un effet synergique selon Colby est observe en associant 1'effet potentialisateur 
du fosetyl Al et eliciteur du trehalose vis a vis du mildiou de la v / n P e ° tentia,,sateur 
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15 



Figure 17. Influence du fosetyl Al (1 ou 2 kg/ha) ou de H2PH03 (1 ou 2 ke/ha. 
sur 1'oKhum du ble apres induction par 1'acide salicylique applique a IgH 
heures apres le potentialisateur et 4 jours avant la contamination § 



% efficacite observee 



Colby theorique 



fosetyl Al 
(lkg/ha ) X 
Ester AS (Wl) 



47 



25,2 



synergie &®&kmB^ ;f|j|||g 



fosetyl Al 
(2kg/ha ) X 
Ester AS 



53 



37,8 



H2PH03 
(lkg/ha ) X 
Ester AS 



37 



25,2 



H2PH03 
(2kg/ha ) X 
Ester AS (lg/1) 



20 



Figure 18. Influence de H2PH03 (1 kg/ha) ou du fosetyl Al (I ou 2 to/ha) sur 

a dtTde lo^?^" 0 "^ m 4 " Ci,eUr * W Bion™ (BTH> " 
Iva^atuSadon^ ^ * « 48 heures ou 4 ou 5^ 




delai 
elic/cont 



%efficacite 
observee 
Colby 
theorique 



4 jours 



63 



34 



48 h 



75 



29 



5 jours 



79 



(2kg/ha) X BTH 



53,4 



48 h 
79 



52,4 




5 jours 



84 



53,4 



H2PH03 
(lkg/ha) X BTH 



48 h 



3 jours 



71 



36,1 



84 



65,7 



H2PH03 
(2kg/ha) X 
BTH 



48 h 



93 



36,5 
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Une synergie selon Colby est observee pour les differentes combinaisons ou le 
fosetyl Al ou H2PH03 sont associes au bion™ vis a vis de Poidium du ble. 



Figure 19. Influence du fosetyl Al (2 kg/ha) sur le mildiou de la vigne associe a 
un eliciteur de type bion™ (BTH a 30 g /ha). 





fosetyl Al (2 kg/ha ) X bion™ 30 g/ha 


% efficacite observee 


70 


Colby theorique 


54 


synergie 





Un effet synergique selon Colby est observe en associant FefFet potentialisateur 
du fosetyl Al et eliciteur du bion™ vis k vis du mildiou de la vigne. 

Figure 20. Influence d* Elexa™ (ici potentialisateur) k 0,1 % adjuvante de R56 a 
0,1 % dans la bouillie duplication sur Toidium du ble associe a un traitement 
par un eliciteur de type bion™ (BTH a 30 g /ha ) ou ester d'acide salicylique (k 1 
g/1). 

Dans le 1° essai, 4 jours separent le traitement eliciteur et la contamination alors 
que dans le 2° essai, le d61ai entre eliciteur et contamination est soit de 48 
heures soit de 5 jours. Dans les deux cas, 48 heures separent les traitements 
potentialisateur et eliciteur. 



combinaison 


Elexa™ 0,1% X 
BTH 


Elexa™ 0,1% X ester 
AS 


Elexa™ 0,1% X BTH 


lelai elic/cont 


4 j (essai 1) 


4 j (essai 1) 


48h (essai 2a) 


5 j (essai 2b) 


% efficacite 
observee 


53 


42 


64 


89 


Colby 
theorique 


41,5 


24,5 


42,5 


54,4 


synergie 











On observe dans chaque cas un effet synergique selon Colby. Dans tous les cas, 
T Elexa™ amplifie la reponse elicitrice du BTH ou de Facide salicylique. 



Conclusions : Des effets synergiques selon Colby ont ete mis en 
evidence entre le fos6tyl-Al et ses derives et differentes categories d^liciteurs 
pouvant etre des polysaccharides (Elexa™), des sucres simples (trehalose), des 
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composes comme I'acide salicylique et/ou ses esters, du Bion™ (BTH) ou des 
spores de champignons non notes (Erysiphe graminis hordei) dans les tests 
biologiques realises sur ble et vigne. De meme, des effets synergiques ont ete 
mis en evidence entre Elexa™ et des eliciteurs comme le Bion™ ou I'acide 
salicylique et/ou ses esters. 

Ces exemples viennent completer et correler les effets physiologiques 
reveles sur cellules de tabac. On a egalement montre, dans le cas du tabac une 
potentialisation par le Bion™ (BTH) lors d'une elicitation par un oligomere de 
pectine (cf. Figure 21). 6 



10 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation d'un ou plusieurs derive antifongique et/ou antibacterien et/ou 
antiviral B comme amplificateur (potentialisateur) des reponses physiologiques 
des plantes obtenues apres application d'un ou plusieurs eliciteur A. 

2. Utilisation selon 1 caracterisee en ce que le compose eliciteur A est choisi dans 
la liste comprenant des proteines, des oligosaccharides (de preference le 
trehalose), des polysaccharides (de preference le produit Elexa™), des lipides, des 
glycolipides, des glycoproteines, des peptides, des extraits de parois issus de 
materiel vegetal et/ou de champignons, des champignons, le Bion™ et/ou Tun de 
ses analogues, des extraits de levure, de Pacide salicylique et/ou Tun ou plusieurs 
de ses esters. 

3. Utilisation selon 1 ou 2 caracterisee en ce que le compose potentialisateur B est 
choisi dans la liste comprenant les derives de l'acide phosphoreux comme les 
phosphites metalliques tel que le fos6tyl-Al, le fos&yl-Na, Facide phosphoreux et 
ses sels alcalins ou alcalino-terreux, le Bion™ et/ou Tun de ses analogues, le 
produit Elexa™, Pacide isonicotinique, Pacide aminobutyrique, le jasmonate de 
methyle. 

4. Utilisation selon 3 caracterisee en ce que B est l'acide phosphoreux et/ou de 
Pun de ses derives. 

5. Utilisation selon 3 caracterisee en ce que B est l'acide phosphoreux ou du 
fos6tyl-Na ou du Bion™. 

6. Utilisation selon 5 caracterisee en ce que A est i) un oligosaccharide de type P- 
glucane isole de parois de Phytophthora megasperma (Pmg), ii) un oligomere de 
pectine, ou iii) la p-m6gaspermine . 

7. Utilisation selon 3 caracterisee en ce que B est l'acide phosphoreux ou du 
fos6tyl-Al ou de PElexa™. 
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8. Utilisation selon 7 caracterisee en ce que A est de l'Elexa™. du Bion™, de 
l'acide salicylique et/ou un ou plusieurs de ses esters, un extrait de levure, du 
trehalose, des spores d'un champignon non note. 

9. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes caracterisee 
en ce qu'elle peut Stre eventuellement completee par un traitement fongicide 
classique a l'aide d'un fongicide connu, ce traitement pouvant avoir lieu 
simultanement ou separement des applications de A et/ou B. 



10. Composition antifongique et/ou antibacterienne et/ou antivirale synergique 
comprenant comme compose A un ou plusieurs eliciteur d'origine et de nature 
diverse tel que defini aux revendications 1 a 8, et au moins un compose 
antifongique B choisi dans le groupe comprenant les derives de l'acide 
phosphoreux, comme les phosphites metalliques tel que le fosetyl-Al ou le fosetyl- 

15 Na, l'acide phosphoreux et/ou ses sels alcalins ou alcalino-terreux, et/ou un ou 

plusieurs composes eliciteur dou<S egalement de propriete potentialisatrice. 

11. Composition selon la revendication 10 dans laquelle B est le fosetyl Al. 



12. Composition selon les revendications 10 et 1 1 particulierement adaptee pour 
les cultures monocotyledones, comme en particulier le ble, le riz, 1'orge, et 
dicotyledones, comme en particulier la vigne ou les solanees. 

13. Composition selon Tune des revendications 10 a 12 pouvant contenir aussi 
25 d'autres fongicides connus. 

14. Precede de lutte a titre curatif ou preventif, de preference preventif, contre les 
champignons phytopathogenes des cultures et/ou contre les bacteries et/ou contre 
les virus caracterise en ce que l'on applique sur les parties aeriennes des vegetaux 
une quantite efficace et non phytotoxique d'une combinaison d'un ou plusieurs 
compose A et d'au moins un compos* B, A et B etant tels que definis aux 
revendications 1 a 8. 



15. Precede de lutte a titre curatif ou preventif, de preference preventif, contre les 
champignons phytopathogenes des cultures et/ou contre les bacteries et/ou contre 
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les virus caracterise en ce que Ton applique sur les parties aeriennes des vegetaux 
une quantite efficace et non phytotoxique d'une composition selon Tune des 
revendications 10 a 13. 

5 16. Procede selon 14 ou 15 caracterise en ce qu'un traitement supplemental a 

Taide d'un fongicide connu, ce fongicide 6tant applique simultanement ou 
separement des composes A et/ou B. est realise. 

17. Procede selon Tune des revendications 14 a 16 caracterise en ce que Ton traite 
10 les cultures cerealieres (ble, orge, mais, riz) et legumieres (haricot, oignon, 

cucurbitacees, chou, pomme de terre, tomate, poivron, epinard, pois, laitue, celeri, 
endives), les cultures fruitieres (fraisiers, framboisiers), les cultures arboricoles 
(pommiers, poiriers, cerisiers, ginseng, citronniers, cocotiers, pecaniers, 
cacaoyers, noyers, heveas, oliviers. peupliers, bananiers), la vigne, le tournesol, la 
15 betterave, le tabac ou les cultures omementales. 

1 8. Produit comprenant au moins un compose A et au moins un compose B pour 
le controle des champignons phytopathogenes et/ou des bacteries et/ou des virus 
par application simultanee. s£quentielle ou separee, A et B etant tels que d^finis 

20; aux revendications 1 a 8. 
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Temps apr&s 6 lie Station en h. 

Figure 1. Influence du conditionnement des cultures celiulaires de tabac par 
H3P03 sur 1' induction de l'activite PAL aprds elicitation par un eliciteur 
oligosaccharidique isole de Pmg. 




H3P03 Pmg 10 H3P03 

M9/ml + Pmg 

10pg/ml 



Traitement 



Figure 2. Influence de H3P03 sur l'activite lipoxygenase (LOX) de cultures 
celiulaires de tabac apres induction par un Eliciteur oligosaccharidique isole de 

Pmg. 
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Temps apres el i citation en h. 

Figure 3. Influence du conditionnement des cultures cellulaires de tabac par 
H3P03 sur 1' induction de Tactivite PAL apres elicitation par des oligom&res de 

pectine a 20|ig/mL 




. Temps aprds 6licitation en h. 

Figure 4 (merae legende que pour la figure 3). Accumulation d' AS dans des 
cultures cellulaires de tabac prdconditionn6es ou non par H3P03 et elicitees par 

des oligom&res de pectine. 
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2 4 6 8 10 
Temps aprts elicitation en h. 



12 



-FoNa 5mM 
-oiigomeres 20 pg/ml 
-oltgomeres + FoNa 
-oligomeres + H3P03 



H3PG3 e, b foseC-Na s«r r-fcota* ,•«**. PAL aprts a icilation pTdes 

ohgomeres de pectine. 



(0 
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■tUneg 2nM 

H3P03 5mM + Bmeg 2nM 
H3P03 5mM 



« 8 10 
Temps apnes elicitation en h. 



Figure 6. 
H3P03 



Influe^e du conditionnement des cultures cellulaires de tabac par 
*r 1 tnducuon de I'activite PAL apres epilation par 2nM de (T 
mdgaspermine. 
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H3P03 Bmeg H3P03 

2nM + ftmeg 

12h 2nM 
12h 



Traitement 

Figure 7. Influence de H3P03 sur r activity lipoxygenase (LOX) de cultures 
cellulaires de tabac apres induction par 2nM de p-megaspermine. 




0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 



Temps aprfes glicitation en h. 

Figure 8. Accumulation d'AS dans des cultures cellulaires de tabac 
precondition's ou non par H3P03 et elicitees par 5nM de |J-megaspermine 
(m&me 16gende que figure 6 ma is en remplagant 2nM par 5nM). 
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Figure 9. 
H3PQ3 et 



Influence du conditionnement des cultures cellulaires de tabac par 
Ie fosetyl-Na sur 1'induction de I'activit* PAL apres elicitation par 
2nM de p-megaspermine. 
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Figure 10. Association fosetyl Al a 1 kg /ha et Elexa™ 1% 
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synergique selon Colby. 
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Figure 11. Effet synergique entre le fosetyl Al applique a 1 kg/ha ou H2PH03 applique 
a 1 ou 2 kg/ha et le produit Elexa™ applique en tant qu'eliciteur a 0,1 % adjuvant^ de 
0,1 %de R56 dans la bouillie d'application vis a vis de l'oidium du ble. 
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Figure 12. Synergie selon Colby entre le fos6tyl Al (fosl et fos2 appliqu6 respectivement 
a 1 ou 2 kg/ha) comme potentialisateur et TElexa™ (k 0,1 %) appliqu6 comme filiciteur 

contre le mildiou de la vigne. 
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Figure 13. Association fosetyl Al a 1kg /ha et Extrait de levure synergique seion Colbp 
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S53^^ fT2?^ T, nergiquc selon Colby entrc le fos6t y l Amk e ^ (fosi) ou 

H2PH03 a 1 kg/ha (phosl) et un traitement eliciteur assure par des spores d'oidium de 

l'orge (Erysiphe graminis f. sp. hordei). 
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Figure 15. 

en tant que 



Association synergique selon Colby entre H2PH03 (ac. Phos 1 pot.) a 1 kg /I 
potentialisateur et le trehalose (15 g/1) en tant qu'eliciteur (Treh 15 Eiic.) contre-tf 

Toidium du ble. ^ 
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Figure 16. Influence du fos6tylAl (2 kg/ha) sur le mildiou de la vigne aprfcs induction 
par un dliciteur oligosaccharidique, le trehalose a 15g/l (Prolabo). 
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heures ou 4 ou 5 jours avant la contamination 
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Figure 20. Synergie entre l'effet potential isateur d'Elexa™ a 0,1% et un eliciteur de type 
bion™ (BTH a 30g/ha) ou l'acide salicylique (a lg/1) contre l'oidium du ble. 
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Figure 21. On confirme dans cet exemple 1' amplification de F activite Pal sur des cellules 

de tabac potentialisees avec H3P03 et le fosetyl de sodium ainsi qu'avec le BTH et 
elicitees par un oligomdre de pectine applique k 10ng/ml (E = £licite et NE = non elicite). 
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